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研究成果の概要（和文）：海洋におけるクロロフィル派生物の有機物プールに対する寄与を明ら
かにするため、クロム酸酸化によりクロロフィルから生じたクロリン環を定量する手法を開発
した。標品を用いた方法の検討において、良い定量性を示した。植物プランクトンが有するク
ロロフィル a の分解実験を実施し、蛍光を有するクロロフィル a およびその派生物は急速に減
少する事が明らかになった。一方、蛍光を失った派生物は比較的長期間残存することが確認さ
れた。また、東シナ海を中心に実施した海洋観測では、蛍光を失ったクロロフィル派生物が、
蛍光を有するクロロフィル派生物の 20 倍程度の濃度で存在していることが明らかとなった。
しかしながら、懸濁態有機炭素に対するクロロフィル派生物の寄与は数%程度であり、懸濁態
有機物プールへの寄与は限定的であった。今後、溶存態クロロフィルの研究を進める必要性が
示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：The new method to estimate the contribution of chlorophyll 
derivatives to oceanic organic carbon pool has been developed. In this method, chlorophyll 
molecule was converted to chlorine by chromic acid oxidation. The study using authentic 
chloropigments proved the quantitative estimation of derivatives. The decomposition 
experiments of chlorophyll were conducted using natural phytoplankton populations. 
Though chloropigments with fluorescence decomposed rapidly, the decomposition rate of 
chloropigments without fluorescence were low. Observation of in the East China Sea 
showed that the concentration of chloropigments without fluorescence was 20 times higher 
than that with fluorescence. However, the contribution of chlorophyll derivatives was about 
a few % to particulate organic carbon. The study on the dissolved chloropigments is 
necessary to elucidate the contribution to ocean organic carbon pool. 
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１．研究開始当初の背景 
（１）海洋に存在する有機炭素量は 800PgC
程度と推定され、地球表層の有機炭素プール
において陸上植生と並んで最大級の一つで
ある。この海洋有機炭素のほとんどは海水に
溶存する溶存態有機物により占められてい
る。このため、海洋溶存態有機物が地球表層
の炭素循環、更には地球温暖化に対する影響
について、大きな関心が寄せられている。 
 
（２）海洋溶存態有機物を構成する有機物の
中で、炭水化物、タンパク質、脂質などの生
体成分が占める割合は 20%程度であり、大半
の有機物の構造は明らかになっていない。 
 
（３）クロロフィルは海洋の一次生産者であ
る植物プランクトンが共通して保有する有
機物で有り、植物プランクトン有機炭素量の
5%程度を占めている。クロロフィルの定量は
その蛍光により測定されることが通例であ
るが、海洋の表層を除き蛍光強度はほとんど
認められないため、植物プランクトンの死後、
クロロフィルは比較的速やかに分解される
と考えられていた。しかしながら、蛍光発生
部位が部分的に分解され、他の部位が有機物
として残存する可能性がある。このようなク
ロロフィル派生物が長期的に残存する場合
には、海洋の有機物プールを構成する物質と
して重要な役割を果たしている可能性が考
えられる。 
 
（４）しかしながら、クロロフィル派生物は
多岐にわたるため、化合物の定性、定量を個
別に実施するのは非常に困難で有り、派生物
全体を包括的に測定する手法の開発が望ま
れる。 
 
 
２．研究の目的 
（１）クロロフィル派生物が共通して有する
ポルフィリン環を構成するピロール環の定
量する事により、クロロフィル派生物を包括
的に定量するクロム酸酸化法を確立する。 
 
（２）植物プランクトンが有するクロロフィ
ル a の分解過程を、確立したクロム酸酸化法
と高速液体クロマトグラフィーを併用する
ことにより明らかにする。 
 
（３）沿岸および外洋域から鉛直的に採取し
た海水試料について、クロロフィルおよび派
生物の濃度を測定することにより、海水中へ
のクロロフィル派生物の蓄積量を明らかに
する。 
 
（４）これらを通して、海洋の有機物プール
に対するクロロフィル派生物の寄与を推定
する。 
 
３．研究の方法 
（１）クロム酸酸化法によるクロロフィル派
生物の包括的定量 
 3種類のクロロフィル及び派生物の標品
（クロロフィル a、フェオフィチン a、およ
びフェオフォルバイド a）をアセトンに溶解
した後、クロム酸を主体とした酸化剤と混合
し、氷冷下で 2時間、および常温で 2時間反
応させた。反応液からジクロロメタン：アセ
トン（9:1）を用いて生成物を抽出し、シリ
カゲルカラムにより精製した。得られた生成
物であるエチルメチルマレイミド（EEMi）は、
ガスクロマトグラフ/質量分析計（GC/MS）
（Varian、300）を用いて、SIM法により分離
定量した。 
 自然試料を対象とした本法の定量性を確
認するため、東京湾および大洗から海水試料
を採取した。試料はガラス繊維濾紙（ワット
マン GF/F）を用いて濾過し、濾紙上の懸濁態
有機物（POM）に含まれるクロロフィル派生
物について、同様の方法を用いて分析を行っ
た。 
 
（２）クロロフィル a の分解過程 
 2010 年 7 月と 2011 年 4 月に、筑波大学下
田臨海実験センターより自然植物プランク
トン群集を含む海水を採取した。栄養塩を添
加した後、自然光下で 1.5 日間培養し、植物
プランクトン現存量を増加させた。その後、
培養器を暗中に移し、3 ヶ月間に渡り、微生
物によるクロロフィルの分解実験を実施し
た。期間中に、適時試料を採取し、ガラス繊
維濾紙（ワットマン GF/F）により濾過する
事により、POM と溶存態有機物（DOM）に
分別した。 
 得られた試料について、クロム酸酸化－
GC/MS 法によりエチルメチルマレイミドを
定量した。また、蛍光検出器を接続した高速
液体クロマトグラフ（HPLC）により、クロ
ロフィル a および 7 種類の派生物の定量を行
った。 
 
（３）海洋におけるクロロフィル a および派
生物の分布 
 2011 年 2 月 18 日－25 日に、東京大学研究
船淡青丸の航海の際、北緯 26－30 度、東経
124－128 度の海域の 5 測点において、各測
点 5 層から海水を採取した（図 1）。海水試料
は直ちにガラス繊維濾紙により濾過し、POM
と溶存態有機物（DOM）に分別した。 
 得られた試料について HPLC により、7 種類
のクロロフィル a派生物の定量を行った。 
 
 
図 1 沖縄西方から東シナ海における観測点。  
 
 
４．研究成果 
（１）クロム酸酸化法による分析 
 クロロフィ aおよびその派生物のクロム酸
酸化により生じた EEMiは、GC/MS による分析
条件下では 14.6 分の保持時間であり、電子
衝撃法（EI 法）によるイオン化では、m/z:139
の主イオンが認められた（図 2）。このため、
以降は EEMi の m/z:139、および内部標準（エ
イコサエキサエン酸）の主イオンである
m/z:143の両ピークを選択し分析を行った。 
 
 
 
図 2 GC/MS による EMMiと内部標準の 
クロマトグラム（A）。EMMiおよび内部標
準のマスクロマトグラム（B）。 
 
 
 標品であるクロロフィル a、フェオフィチ
ン aおよびフェオフォルバイド aの GC/MSに
よる分析で得られた結果について、内部標準
に対するモル比と面積比を比較した（図 3）。
3 種類の標品においてモル比と面積比は良い
直線性を示した。この結果は、クロム酸酸化
による EEMi 生成、ジクロロメタン：アセト
ンによる抽出、および GC/MS による測定が定
量的に進むことを示している。反応に用いた
標品に含まれる EEMi 濃度と GC/MS により定
量された EEMi 濃度との比較から回収率を求
めると、36.1－39.7%と 3種類のクロロフィ 
ル a 関連物質で、ほぼ同等の値が得られた。 
 
 
図３ 内部標準に対する EMMi のモル比およ
び面積比の関係。 
 
 
 東京湾および大洗において測定された
EEMi 濃度はそれぞれ 50.7 および 3.4nM であ
った。また、試水に含まれるクロロフィル a
が含む EEMiが全 EEMiに対する寄与を算出す
ると、東京湾および大洗において、29.6およ
び 58.5%であった。この結果は、海水の懸濁
態有機物中には、クロロフィル aの派生物が
含む EEMi が 70.4 および 41.5%を占めること
を意味する。すなわち、クロロフィル aの分
解過程において、クロロフィル a派生物が比
較的長期的に残存することが明らかとなっ
た。また、この際に測定した、遊離 EEMi 濃
度は、東京湾および大洗において、全 EEMi
の 0.4および 2.9%を占めるのみであった。つ
まり、海洋の POM に含まれる EEMi は、ポル
フィリン環等の構造単位として存在してい
ることが分かる。 
 複数試料の分析による変動係数は、東京湾
試料で 12.0%(n=7)、大洗試料で 6.8%(n=5)で
あった。有機物濃度の高い東京湾試料におい
て高い変動係数が得られたことは、試料の有
機物濃度が高い場合には、酸化の際に用いる
クロム酸が不足する可能性のある事が示唆
された。このため、自然試料の分析の際には、
十分量のクロム酸を添加する必要がある。 
 以上の結果から、クロム酸酸化によるクロ
ロフィル a 派生物からの EEMi の生成、およ
び EEMi の GC/MS による分析法を確立するこ
とができた。 
 
（２）クロロフィルの分解過程 
 EEMiを含むクロリン環および HPLCにより 
定量が可能であったクロロフィル派生物
（HPLCクロロフィル：クロロフィル aおよび
6 種の派生物）の濃度変化を図 4に示す。 
2010 年 7 月の実験では、HPLC クロロフィ
ル濃度は明期培養期において 27μg/Lまで増 
加したが、暗中に移した後 7 日までに 6μg/L
まで急激に低下した。7 日以降は状況に低下
し、60 日以降はほぼ検出限界程度の濃度であ
った。一方、HPLCによる測定が不可能な派生
物を含む全クロリン濃度は明期において 50
μg/L まで増加し、暗中では減少の傾向を示
した。しかし、その減少速度は、HPLC クロロ
フィルに比較して低く、15日以降は 18μg/L 
 
図 4 クロロフィル a分解実験における HPLC 
  クロロフィルと全クロロフィル派生物
（Chlorin）濃度の経時変化（A）。全ク
ロロフィル派生物に対する HPLC クロロ
フィルの割合の変化（B）。 
 
 
程度で一定の値を示した。 
 2011年 4月における結果も、全体的な傾向
は 2010 年 7 月とほぼ同様であり、HPLC クロ
ロフィルは明期において増加を示し、暗期に
おいては急激な減少を示した。特に、15 日以
降は非常に低濃度となった。一方、全クロリ
ン濃度は明期において、1 回目の実験とほぼ
同程度の濃度まで増加した。暗期の初期にお
ける減少は 1 回目よりも急速であったが、7
日以降の減少速度は穏やかであり、92日まで
減少が継続した。 
 全クロリン濃度における HPLC クロロフィ
ルの寄与を算出した（図 5(B)）。1 回目の実
験では、実験開始時に 40%であったが、明期
終了時には 80%まで増加した。暗期に移した
後は減少し、15 日で 20%程度を示した後、60
日にはほぼ 0%となった。2 回目の実験での、
明期における割合は 1回目よりも低い値であ
り、明期終了時では 40%であった。暗期に移
した後は、1回目と同様に減少の傾向を示し、
30 日後には HPLC では検出不可能な（蛍光を
もたない）派生物がほぼ 100%を占めた。 
 両実験に共通して得られた結果から、蛍光
を発するクロロフィル aおよびその派生物の
蛍光強度は、暗所に設置してから一週間以内
に、初期の 70%以上減少することが明らかに
なった。これは、クロロフィルの蛍光を発す
る部位が、易分解な性質を有していることを
示している。一方、蛍光をもたないクロリン
環の濃度の減少速度は低く、これらの派生物
が比較的安定な性質を有することを示唆す
る。 
 蛍光を有するクロロフィル派生物（HPLCク
ロロフィル）については、その組成の変化を
明らかにした。ここでは、同定した 8種類の
クロロフィル派生物を、クロロフィル aから
の構造改変部位の数により、1 部位が改変し
た化合物（第 1画分）、2部位が改変した化合
物（第 2 画分）および 3部位が改変した化合
物（第 3 画分）に分けた。 
 1 回目の実験では、クロロフィル a の全
HPLCクロロフィルに占める割合は、明期期間
中（-1.5日～0日）に大きく増加し、明期終
了時では、80%近くに達した。暗所に移して
からは、まず第 1 画分の割合が増え、3 日か
ら 15 日にかけて、第 2 画分の割合が 15から
75%へと大きく増加した。この結果は、クロ
ロフィル aの化学構造の 1から 2部位の変化
が、1 から 2 週間程度の時間オーダーで生じ
ていることを示している。 
 また、第 3 画分は実験開始後 15 日までは
確認できなかったが、30日目に全体の 40%程
度に増加した。改変が 3箇所目に及ぶまでに
ほぼ 1ヶ月を有したことを示唆する。 
 一方、2回目の実験では、実験開始時から、
改変を受けないクロロフィル a分子が占める
割合は少なく、明期の終了時でも 25-30%程度
であった。それに対して、第 1画分は明期終
了時から暗期の初期にかけて最大の割合を
占め、全体の約 60%に達した。第 2 各文は明
期中にも 10%程度を占めており 3 日から 7 日
にかけて、30%程度に増加した。これと平行
し、第 3画分も 3日目から 7 日目にかけて大
きく増加した。 
 両実験を通して、クロロフィル a の改変部
位の数が時間の経過と共に増加する事が実
験的に確認された。また、その変化が、週か
ら月の時間スケールで進行することが明ら
かとなった。しかしながら、両実験では明期
における組成が大きく異なっていた。光合成
が活発に行われる明期においては、クロロフ
ィル aが主要な構成分であることが予想され
る。1 回目の実験では、この様な予想に沿っ
た結果が得られている。しかし、2 回目の実
験においては、明期中にすでに 1部位が改変
した派生物が 60%以上を占めていた。この原
因はまだ確定されていないが、植物プランク
トンの生理状態の違いが主要な原因であろ
うと考えられる。 
 
 
（３）海洋におけるクロロフィル a および派
生物の分布 
 沖縄西方から東シナ海にかけて、合計 5測
点においてクロロフィル aおよび派生物の深
度分布を明らかにした。HPLC クロロフィルの
組成を図 7に示す。各測点共に、一部の深度
を除いてクロロフィル aが 60-80%と最大の割
合を占めた。測点 1の深度 290mにおいては、
クロロフィル a の占める割合は低く、20%程
度であった。派生物では第 1 画分の割合が大
きく、全測点で 20～30%を占めた。また、第
2 画分の占める割合は小さく、数%から多くと
も 10%程度であった。 
一般に深度の増加につれてクロロフィル a
の占める割合は減少し、逆に派生物の占める
割合が増加する傾向にあった。また、深度の
増加につれて第 2、第 3 画分の割合が増加し
た。この結果は、深度の増加につれて植物プ
ランクトン有機物の分解が進む事を示唆し
ており、分解実験で得られた傾向と一致して
いる。しかしながら、（２）の分解実験にお
いては、クロロフィル aの占める割合は生産
の後 7 日目以降に急速に減少したのに対し、
海洋環境下では、多くの測点においてクロロ
フィル a の割合は高く保たれていた。海洋の
有光層以深に存在する POMは、有光層で生産
されてから経過した時間が一週間以内とは
考えにくい。その様な粒子において高いクロ
ロフィル aの割合が認められた理由について
は、現在のところ明らかになっていない。 
 HPLC クロロフィルが全クロロフィル派生
物に占める割合を算出すると一部を除いて、
全て 5%以下と低いものであった。また、多く
測点では、50m以深では HPLC クロロフィルの
寄与は更に減少する傾向にあった。 
 全体として全クロロフィル派生物に対す
る HPLC クロロフィルの割合が低い結果は、
これらの海域において、蛍光を失ったクロロ
フィル派生物が主要な構成分である事を示
している。つまり、これらの海域においては、
生産から長期間の分解を経た粒子が主要な
構成分となっている可能性が高い。 
 
 本研究を通して得られた懸濁態のクロロ
フィル派生物が、懸濁態有機炭素（POC）に
占める割合は、高くても数%であった。植物
プランクトンにおいては、細胞を構成する有
機炭素の約 2%がクロロフィル aで占められる
事を考慮すると、植物プランクトン有機物の
分解に伴って、その寄与は増加する傾向が認
められる。しかし、これまでその構造が解明
されなかった未同定有機物の主要な構成物
という確証は得ることはできなかった。 
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